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ABSTRACT	  	  	   Delivery	  of	  therapeutic	  agents	  to	  the	  brain	  is	  significantly	  hampered	  by	  the	  blood-­‐brain	  barrier	  (BBB).	  Typically,	  only	  small,	  lipophilic	  molecules	  can	  freely	  enter	  the	  brain	  parenchyma	  following	  systemic	  administration.	  During	  the	  initial	  development	  phases,	  many	  drug	  candidates	  for	  neurological	  disorders	  are	  administered	  directly	  to	  target	  regions	  through	  use	  of	  cannula	  or	  intracranial	  injection.	  These	  administration	  routes	  are	  not	  practical	  clinically,	  and,	  as	  a	  result,	  many	  promising	  experimental	  drug	  candidates	  fail	  to	  enter	  clinical	  use	  due	  to	  an	  inability	  to	  effectively	  cross	  the	  BBB.	  The	  intranasal	  (IN)	  route	  is	  a	  promising	  pathway	  currently	  under	  investigation	  to	  bypass	  the	  BBB	  for	  rapid,	  non-­‐invasive	  delivery	  of	  therapeutics	  to	  the	  brain.	  The	  advantages	  of	  the	  IN	  pathway	  are	  tempered	  by	  typically	  low	  efficiency,	  and,	  therefore,	  nanocarriers	  have	  been	  proposed	  to	  aid	  drug	  delivery	  to	  the	  brain	  following	  IN	  administration.	  Herein,	  we	  show	  the	  development	  of	  GNPs	  as	  a	  biodegradable,	  biocompatible,	  and	  cost-­‐effective	  drug	  delivery	  platform	  using	  intranasal	  delivery	  of	  a	  peptide	  fragment	  to	  treat	  ischemic	  stroke	  in	  a	  rat	  model	  as	  proof-­‐of-­‐concept.	  	  	   Ischemic	  stroke	  is	  a	  leading	  cause	  of	  adult	  disability	  and	  4th	  leading	  cause	  of	  death	  worldwide.	  The	  major	  impediments	  to	  functional	  recovery	  following	  stroke	  are	  short	  therapeutic	  windows	  and	  a	  lack	  of	  neuroprotective	  treatments.	  Current	  therapeutics	  emphasize	  reperfusion	  without	  further	  mechanisms	  to	  reduce	  infarct	  volume	  or	  promote	  healing	  and	  are	  most	  effective	  within	  3	  h	  of	  symptom	  onset:	  a	  window	  in	  which	  less	  than	  30%	  of	  stroke	  victims	  receive	  medical	  attention.	  Osteopontin	  (OPN),	  a	  ubiquitous	  protein	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with	  roles	  in	  cell	  migration,	  inflammation,	  and	  apoptosis,	  has	  been	  shown	  to	  confer	  neuroprotection	  following	  ischemic	  stroke	  in	  animal	  models.	  	  	   In	  this	  work,	  we	  not	  only	  successfully	  fabricated	  GNPs	  with	  a	  uniform	  shape,	  but	  also	  demonstrated	  the	  ability	  of	  these	  GNPs	  to	  pass	  into	  the	  brain	  parenchyma	  following	  intranasal	  administration.	  Critically,	  the	  use	  of	  GNPs	  as	  a	  carrier	  allowed	  for	  a	  71.57%	  reduction	  in	  mean	  infarct	  volume	  and	  extended	  the	  therapeutic	  window	  of	  intranasally	  administered	  OPN	  peptide	  to	  at	  least	  6	  h	  post-­‐middle	  cerebral	  artery	  occlusion	  (MCAO).	  Our	  findings	  support	  the	  development	  of	  GNPs	  as	  a	  promising	  drug	  delivery	  platform	  for	  the	  intranasal	  treatment	  of	  ischemic	  stroke	  and,	  potentially,	  other	  neurologic	  disorders.	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CHAPTER	  1	  
INTRODUCTION	  	  1.1	  OVERVIEW	  AND	  SIGNIFICANCE	  	   Neurologic	  disorders,	  such	  as	  ischemic	  stroke,	  take	  a	  significant	  toll	  on	  their	  victims,	  as	  well	  as	  burden	  society	  as	  a	  whole.	  Treatment	  of	  these	  disorders	  is	  hindered	  by	  the	  inaccessibility	  of	  the	  brain	  tissue	  as	  well	  as	  generally	  short	  therapeutic	  windows.	  In	  this	  thesis,	  a	  non-­‐invasive,	  nanotechnology-­‐based	  method	  for	  delivering	  therapeutics	  to	  the	  brain	  and	  extending	  the	  therapeutic	  window	  of	  neuroprotective	  agents	  is	  investigated.	  	  1.2	  SPECIFIC	  AIMS	  
• Specific	  Aim	  1:	  To	  fabricate	  gelatin	  nanoparticles	  with	  a	  uniform	  morphology	  
• Specific	  Aim	  2:	  To	  determine	  if	  GNPs	  can	  pass	  into	  the	  brain	  parenchyma	  following	  intranasal	  administration	  
• Specific	  Aim	  3:	  To	  evaluate	  the	  efficacy	  of	  GNPs	  as	  a	  drug	  carrier	  for	  the	  treatment	  of	  ischemic	  stroke	  	  1.3	  ORGANIZATION	  OF	  THESIS	  	   First,	  a	  review	  of	  key	  concepts	  relevant	  to	  this	  work,	  including	  ischemic	  stroke	  statistics,	  challenges	  of	  drug	  delivery	  to	  the	  brain,	  a	  description	  of	  the	  nasal	  route,	  and	  the	  benefits	  of	  gelatin,	  is	  presented.	  Then,	  the	  experimental	  methods	  used	  to	  achieve	  each	  specific	  aim	  are	  detailed;	  the	  results	  of	  each	  experiment	  are	  presented,	  interpreted,	  and	  discussed.	  Finally,	  a	  look	  at	  future	  directions	  is	  included.	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CHAPTER	  2	  
BACKGROUND	  AND	  LITERATURE	  REVIEW1	  	  2.1	  ISCHEMIC	  STROKE	  	   Ischemic	  stroke,	  which	  accounts	  for	  87%	  of	  all	  strokes,	  is	  a	  leading	  cause	  of	  death	  and	  adult	  disability	  worldwide.1	  In	  the	  United	  States	  alone,	  stroke	  accounted	  for	  approximately	  1	  in	  every	  19	  deaths	  in	  2010	  and	  costs	  approximately	  $36.5	  billion	  annually.1	  Long-­‐term	  disability	  is	  common	  in	  stroke	  victims;	  in	  a	  National	  Heart,	  Lung,	  and	  Blood	  Institute	  (NHLBI)	  study	  of	  ischemic	  stroke	  survivors	  aged	  65	  or	  older,	  6	  months	  after	  stroke	  50%	  had	  some	  hemiparesis,	  30%	  were	  unable	  to	  walk	  without	  some	  assistance,	  46%	  had	  cognitive	  deficits,	  19%	  had	  aphasia,	  22%	  had	  bladder	  incontinence,	  15%	  had	  sensory	  deficits,	  and	  26%	  were	  dependent	  in	  activities	  of	  daily	  living.1,2	  Current	  stroke	  treatments	  focus	  on	  (1)	  preventing	  clot	  formation	  by	  controlling	  risk	  factors,	  such	  as	  hypertension,	  hypercholesterolemia,	  diabetes	  mellitus,	  physical	  inactivity,	  and	  smoking,3	  and	  (2)	  reperfusion	  of	  tissue	  by	  removing	  or	  reducing	  clots	  through	  invasive	  endovascular	  therapies,4	  thrombolytic	  drugs5,	  such	  as	  tissue	  plasminogen	  activator	  (tPA),	  and	  anti-­‐platelet	  agents.6	  However,	  no	  currently	  available	  therapy	  can	  be	  used	  to	  repair	  damaged	  tissue	  and	  reduce	  infarct	  volume	  once	  blood	  flow	  has	  been	  restored.	  Additionally,	  current	  stroke	  treatments	  have	  a	  narrow	  window	  of	  therapeutic	  efficacy	  of	  about	  3	  hours,	  but	  only	  about	  27%	  of	  stroke	  victims	  reach	  treatment	  centers	  within	  this	  time	  frame.1	  Improved	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  Reprinted	  in	  part	  from	  E.	  Joachim,	  et	  al.	  “Gelatin	  Nanoparticles	  Enhance	  the	  Neuroprotective	  Effects	  of	  Intranasally	  Administered	  Osteopontin	  in	  Rat	  Ischemic	  Stroke	  Model,”	  Drug	  Delivery	  and	  Translational	  
Research	  (2014)	  with	  kind	  permission	  from	  Springer	  Science	  and	  Business	  Media.	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treatment	  options	  focused	  on	  neuroprotection,	  increased	  therapeutic	  window,	  convenience,	  and	  decreased	  invasiveness	  are	  clearly	  needed	  for	  ischemic	  stroke	  patients.	  	  2.2	  OSTEOPONTIN	  	   Osteopontin	  (OPN)	  is	  a	  widely	  distributed,	  glycosylated,	  secreted	  phosphoprotein	  found	  in	  numerous	  tissues	  including	  bone,	  cartilage,	  kidney,	  activated	  macrophages,	  and	  brain.7	  OPN	  has	  been	  shown	  to	  have	  cell	  migratory,	  pro-­‐inflammatory,	  anti-­‐inflammatory,	  and	  anti-­‐apoptotic	  actions.7	  Though	  its	  main	  role	  is	  thought	  to	  be	  in	  bone	  formation	  and	  remodeling,7	  OPN	  has	  also	  been	  shown	  to	  have	  neuroprotective	  effects	  in	  the	  middle	  cerebral	  artery	  occlusion	  (MCAO)	  model	  of	  ischemic	  stroke.8,9	  These	  neuroprotective	  effects	  depend	  on	  a	  highly	  conserved7	  RGD-­‐containing	  sequence	  on	  the	  N-­‐terminal	  side	  of	  the	  thrombin	  cleavage	  site8	  and	  may	  be	  mediated	  through	  interaction	  with	  integrins	  containing	  the	  β1	  subunit.9	  	  	  2.3	  INTRANASAL	  DRUG	  DELIVERY	  2.3.1	  Blood-­‐Brain	  Barrier	  	   Delivery	  of	  therapeutics	  to	  the	  brain	  parenchyma	  and	  central	  nervous	  system	  (CNS)	  is	  hindered	  by	  the	  blood-­‐brain	  barrier	  (BBB).	  The	  BBB	  is	  a	  physical	  and	  chemical	  barrier	  composed	  of	  capillary	  endothelial	  cells,	  pericytes,	  and	  astrocyte	  foot	  processes	  (Figure	  2.1).10	  The	  tight	  junctions	  between	  capillary	  endothelial	  cells,	  the	  most	  critical	  component	  of	  the	  BBB,	  block	  the	  paracellular	  transport	  route	  thereby	  restricting	  water	  soluble	  molecules	  from	  passing	  through	  to	  the	  brain	  parenchyma.10,11	  Numerous	  proteins	  including	  occludins,	  claudins,	  adhesion	  molecules,	  and	  various	  zonula	  occludens	  proteins	  are	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associated	  with	  these	  tight	  junctions,	  which	  are	  more	  restrictive	  than	  epithelial	  tight	  junctions.11,12	  Typically,	  only	  small	  (<600	  Da),	  lipophilic	  molecules	  can	  freely	  pass	  the	  BBB;	  most	  molecules	  are	  transported	  transcellularly	  with	  specific	  carrier	  proteins	  or	  via	  receptor-­‐mediated	  transcytosis.10,13	  Additionally,	  the	  BBB	  contains	  efflux	  transporters	  which	  prevent	  many	  lipophilic	  molecules	  from	  passing	  into	  the	  CNS.14	  	  	  	  2.3.2	  Strategies	  to	  Penetrate	  the	  BBB	  	   The	  primary	  strategies	  for	  passing	  materials	  through	  the	  BBB	  and	  increasing	  delivery	  of	  therapeutics	  into	  the	  brain	  include	  prodrugs,	  nanocarriers,	  active	  targeting,	  efflux	  transporter	  inhibition,	  and	  physical	  or	  chemical	  BBB	  disruption.	  	  
Figure	  2.1.	  Cellular	  constituents	  of	  the	  blood-­‐brain	  barrier	  with	  detailed	  insets	  of	  transporters	  (A)	  and	  receptors	  (B)	  associated	  with	  the	  BBB.	  From	  Abbott	  NJ	  et	  al.	  (2006)	  Nat.	  Rev.	  Neuro.	  7:	  41–53.	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   The	  concept	  behind	  the	  use	  of	  prodrugs	  for	  crossing	  the	  BBB	  is	  to	  chemically	  modify	  a	  drug	  molecule	  so	  that	  it	  freely,	  or	  more	  readily,	  crosses	  the	  BBB	  and	  then	  is	  converted	  to	  the	  active	  drug	  once	  it	  reaches	  the	  brain.	  The	  prime	  example	  of	  this	  BBB	  penetration	  strategy	  is	  L-­‐DOPA	  for	  the	  treatment	  of	  Parkinson’s	  disease.	  However,	  this	  strategy	  is	  limited	  to	  drugs	  which	  can	  be	  converted	  to	  a	  more	  lipophilic	  form	  and	  then	  converted	  back	  to	  the	  active	  form	  by	  native	  enzymes	  in	  the	  brain.	  Additionally,	  increased	  lipophilicity	  of	  prodrugs	  can	  also	  increase	  undesirable	  uptake	  into	  other	  tissues	  essentially	  negating	  the	  BBB	  crossing	  benefits.15	  	  	   Nanocarriers	  and	  active	  targeting	  strategies	  use	  transcytosis	  to	  increase	  penetration	  of	  a	  drug	  across	  the	  BBB.	  Nanocarriers	  are	  uptaken	  into	  the	  capillary	  endothelial	  cells	  by	  receptor-­‐mediated	  endocytosis	  following	  intravenous	  (IV)	  injection.16	  Typically,	  positively	  charged	  particles	  are	  uptaken	  more	  rapidly	  due	  to	  interaction	  with	  negatively	  charged	  cell	  membranes;	  particles	  in	  the	  150-­‐300	  nm	  diameter	  range	  have	  been	  the	  most	  successful	  so	  far.16	  In	  vivo	  studies	  indicate	  that	  surface	  modifications	  of	  nanocarriers	  may	  decrease	  clearance	  by	  the	  reticuloendothelial	  system	  (RES)	  and	  enhance	  uptake	  at	  the	  BBB.15,16	  Active	  targeting	  with	  monoclonal	  antibodies	  or	  receptor	  substrates	  can	  also	  be	  achieved	  by	  surface	  modification	  of	  nanocarriers.	  Common	  targets	  for	  this	  strategy	  include	  the	  transferrin,	  insulin,	  folate,	  lactoferrin,	  and	  thiamine	  receptors.17	  Even	  with	  active	  targeting	  and	  other	  surface	  modifications,	  nanocarrier	  strategies	  often	  only	  allow	  for	  less	  than	  1%	  of	  the	  administered	  dose	  to	  reach	  the	  brain	  parenchyma,	  though	  formulations	  with	  6-­‐15%	  of	  the	  administered	  dose	  reaching	  the	  brain	  have	  been	  reported.	  18-­‐21	  	  	   The	  final	  two	  strategies	  for	  BBB	  penetration,	  efflux	  transporter	  inhibition	  and	  BBB	  disruption,	  focus	  on	  physically	  or	  chemically	  modifying	  the	  BBB	  itself	  in	  order	  to	  increase	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drug	  delivery.	  Efflux	  transporter	  inhibitors	  are	  pharmaceuticals	  targeted	  at	  transporters,	  such	  as	  P-­‐glycoprotein	  (P-­‐gp),	  multidrug	  resistance	  protein	  (MRP),	  and	  breast	  cancer	  resistance	  protein	  (BCRP),	  located	  at	  the	  luminal	  side	  of	  the	  BBB	  (Figure	  2.1A)	  that	  prevent	  therapeutics	  and	  other	  molecules	  that	  enter	  the	  endothelial	  cells	  from	  completing	  transcytosis.15,17	  Chemical	  opening	  of	  the	  BBB	  can	  be	  achieved	  by	  administration	  of	  tight	  junction	  modulators,	  such	  as	  cyclodextrin,	  which	  interact	  with	  the	  structural	  components	  of	  the	  tight	  junction.22	  Arterial	  injection	  of	  hyperosmolar	  solutions	  of	  mannitol	  can	  also	  be	  used	  to	  shrink	  endothelial	  cells	  and	  thereby	  stretch	  open	  the	  tight	  junctions.22,23	  Physical	  BBB	  disruption	  is	  achieved	  through	  the	  use	  of	  focused	  ultrasound	  combined	  with	  circulating	  microbubbles,	  which	  act	  as	  sonic	  transdcucers,	  to	  transiently	  open	  tight	  junctions	  by	  a	  currently	  undetermined	  mechanism.15,24	  Though	  effective	  at	  increasing	  delivery	  of	  therapeutics	  to	  the	  brain,	  these	  methods	  suffer	  from	  a	  lack	  of	  specificity:	  allowing	  many	  materials	  to	  pass	  more	  freely	  into	  the	  brain,	  not	  only	  the	  therapeutic	  agent.22,23	  Additionally,	  these	  methods,	  especially	  MRI-­‐guided	  ultrasound,	  are	  invasive,	  require	  anesthesia	  and	  hospitalization,	  and	  are	  not	  patient	  friendly.23	  	  2.3.3	  Intranasal	  Pathway	  	   The	  intranasal	  (IN)	  pathway	  is	  a	  rapid,	  non-­‐invasive	  method	  for	  drug	  delivery	  to	  the	  brain.25	  Materials	  in	  the	  nasal	  cavity	  are	  hypothesized	  to	  enter	  the	  brain	  through	  three	  pathways:	  along	  the	  trigeminal	  nerve,	  along	  the	  olfactory	  nerves	  and	  bulb,	  and	  from	  the	  systemic	  circulation	  across	  the	  BBB.26	  Direct	  transport	  to	  the	  brain	  without	  having	  to	  cross	  the	  BBB	  is	  possible	  through	  two	  proposed	  mechanisms:	  (1)	  an	  intracellular	  transneuronal	  mechanism	  in	  which	  materials	  are	  taken	  up	  by	  olfactory	  neurons	  and	  travel	  via	  retrograde	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axonal	  transport	  and	  other	  mechanisms	  to	  the	  olfactory	  bulb	  and	  (2)	  an	  extracellular	  perineuronal	  mechanism	  in	  which	  materials	  follow	  the	  olfactory	  nerves	  through	  the	  cribiform	  plate.27,28	  Generally,	  the	  perineuronal	  pathway	  is	  considered	  the	  primary	  route	  for	  intranasal	  drug	  delivery	  to	  the	  brain	  because	  of	  the	  rapidity	  with	  which	  materials	  can	  be	  observed	  following	  IN	  administration.	  Due	  to	  its	  non-­‐invasive	  nature,	  intranasal	  administration	  has	  been	  investigated	  for	  the	  delivery	  of	  therapeutics	  to	  treat	  neurological	  disorders	  such	  as	  Alzheimer’s	  disease.29-­‐31	  Typically,	  intranasal	  delivery	  to	  the	  brain	  is	  highly	  inefficient	  with	  less	  than	  1%	  of	  the	  administered	  drug	  reaching	  the	  brain	  due	  to	  factors	  such	  as	  mucociliary	  clearance	  and	  failure	  of	  the	  drug	  solution	  to	  reach	  the	  olfactory	  mucosa.25,32	  However,	  the	  use	  of	  nanocarriers	  can	  increase	  the	  efficacy	  of	  CNS	  delivery	  via	  the	  intranasal	  pathway.33,34	  	  	  2.4	  GELATIN	  and	  GNPs	  	   Gelatin,	  a	  natural	  polymer,	  is	  obtained	  by	  the	  hydrolysis	  of	  the	  fibrous	  insoluble	  protein	  collagen	  found	  in	  connective	  tissue	  and	  bones.35	  Typically,	  gelatins	  are	  manufactured	  from	  bovine	  (Type	  B	  gelatins)	  or	  porcine	  (Type	  A	  gelatins)	  animal	  skins.	  Gelatins	  from	  more	  strongly	  hydrolyzed	  collagen	  have	  shorter	  chains	  and	  a	  lower	  gelling	  temperature.35	  Due	  to	  the	  different	  processing	  parameters,	  Type	  A	  and	  B	  gelatins	  have	  isoelectric	  points	  from	  7-­‐9	  and	  4.8-­‐5.2,	  respectively,	  making	  them	  more	  positively	  or	  negatively	  charged	  at	  neutral	  pH	  without	  any	  chemical	  modification.36	  The	  availability	  of	  these	  gelatins	  with	  different	  charges	  at	  physiological	  pH	  allows	  for	  flexibility	  in	  drug	  choice	  as	  an	  oppositely	  charged	  drug	  molecule	  can	  interact	  electrostatically	  with	  the	  gelatin	  and,	  thereby,	  aid	  encapsulation.37	  Finally,	  not	  only	  is	  gelatin	  biocompatible,	  biodegradable,	  and	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classified	  as	  Generally	  Recognized	  as	  Safe	  (GRAS)	  by	  the	  Food	  and	  Drug	  Administration	  (FDA),	  but,	  when	  used	  to	  form	  nanoparticles,	  it	  can	  also	  passively	  target	  damaged	  brain	  tissue	  due	  to	  upregulation	  of	  gelatinases	  in	  these	  regions.38	  	  	   Gelatin	  nanoparticles	  (GNPs)	  may	  be	  fabricated	  using	  a	  number	  of	  techniques	  including	  nanoprecipitation,39-­‐41	  coacervation,42	  emulsion,43-­‐45	  and,	  most	  commonly,	  double	  desolvation.46	  These	  methods	  consistently	  produce	  GNPs	  with	  average	  diameters	  ranging	  from	  200	  to	  400	  nm;	  fabrication	  parameters	  such	  as	  temperature,	  pH,	  gelatin	  concentration,	  and	  solvent	  volume	  have	  been	  shown	  to	  impact	  GNP	  size.47	  Another	  advantage	  of	  GNPs	  is	  the	  ease	  of	  surface	  modification;	  GNPs	  can	  be	  chemically	  modified	  to	  change	  the	  surface	  properties	  (e.g.	  PEGylation	  and	  cationization)	  or	  add	  targeting	  moieties	  (e.g.	  peptide	  and	  antibody	  conjugation).47	  For	  example,	  Tseng	  et	  al.	  demonstrated	  targeting	  of	  lung	  cancer	  cells	  using	  epithelial	  growth	  factor	  (EGF)	  conjugated	  GNPs.48	  Similarly,	  Nahar	  et	  al.	  reported	  mannose	  and	  PEG	  conjugated	  GNPs	  for	  the	  targeting	  of	  macrophages,49	  and	  Sudheesh	  et	  al.	  demonstrated	  the	  ability	  of	  aminated	  GNPs	  to	  act	  as	  an	  adjuvant	  for	  tetanus	  vaccine.50	  As	  detailed	  in	  a	  recent	  review,	  GNPs	  have	  been	  investigated	  for	  the	  delivery	  of	  a	  wide	  range	  of	  therapeutics	  including	  proteins,	  peptides,	  DNA,	  siRNA,	  hydrophilic	  and	  hydrophobic	  chemotherapeutics,	  and	  enzymes,	  amongst	  others.47	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CHAPTER	  3	  
METHODOLOGY2	  	  3.1	  GELATIN	  NANOPARTICLES	  3.1.1	  Fabrication	  	   Gelatin	  nanoparticles	  (GNPs)	  were	  fabricated	  using	  a	  modified	  double	  desolvation	  method.46	  Briefly,	  50	  mL	  of	  40OC	  acetone	  was	  added	  rapidly	  to	  50	  mL	  of	  5%	  Type	  A	  gelatin	  (175	  bloom,	  Sigma)	  at	  40OC	  and	  allowed	  to	  precipitate	  for	  60	  s.	  The	  solution	  was	  then	  decanted	  to	  discard	  the	  lower	  molecular	  weight	  (unprecipitated)	  fraction.	  The	  precipitate	  was	  dried	  and	  used	  in	  the	  second	  desolvation.	  For	  this	  step,	  55	  mL	  of	  acetone	  was	  added	  to	  20	  mL	  of	  7	  mg/mL	  gelatin	  solution	  (pH	  2.5)	  at	  40OC	  with	  continuous	  stirring.	  After	  acetone	  addition,	  particles	  were	  crosslinked	  with	  0.0667%	  glutaraldehyde	  (GA)	  overnight	  before	  washing	  with	  ethanol	  3	  times	  at	  4oC	  and	  lyophilizing	  for	  at	  least	  12	  h.	  	  	  3.1.2	  Characterization	  	   Particle	  size	  was	  determined	  using	  scanning	  electron	  microscope	  (SEM)	  observation	  (Hitachi	  S-­‐4800,	  Hitachi,	  Japan)	  as	  well	  as	  dynamic	  light	  scattering	  (DLS)	  measurements	  (Zetasizer	  NS,	  Malvern,	  UK).	  To	  prepare	  samples	  for	  SEM,	  lyophilized	  GNPs	  were	  suspended	  in	  100%	  ethanol	  and	  briefly	  sonicated	  using	  a	  bath	  style	  sonicator.	  Two	  microliters	  of	  this	  solution	  were	  then	  mounted	  on	  a	  clean	  silicon	  wafer	  and	  allowed	  to	  air	  dry	  before	  Au-­‐Pd	  sputter	  coating	  for	  20	  s.	  DLS	  measurements	  were	  performed	  in	  both	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2	  Reprinted	  in	  part	  from	  E.	  Joachim,	  et	  al.	  “Gelatin	  Nanoparticles	  Enhance	  the	  Neuroprotective	  Effects	  of	  Intranasally	  Administered	  Osteopontin	  in	  Rat	  Ischemic	  Stroke	  Model,”	  Drug	  Delivery	  and	  Translational	  
Research	  (2014)	  with	  kind	  permission	  from	  Springer	  Science	  and	  Business	  Media.	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100%	  EtOH,	  to	  represent	  the	  dry	  state,	  and	  distilled	  (DI)	  H2O	  following	  brief	  sonication.	  Zeta	  potential	  measurements	  were	  also	  performed	  on	  GNPs	  reconstituted	  in	  DI	  H2O	  in	  the	  same	  manner.	  	  3.2	  INTRANASAL	  DELIVERY	  	   To	  verify	  delivery	  to	  the	  brain	  via	  the	  nasal	  route,	  GNPs	  were	  reconstituted	  in	  saline	  solution,	  briefly	  sonicated	  with	  a	  probe	  style	  sonicator,	  and	  administered	  intranasally	  to	  adult	  male	  Sprague-­‐Dawley	  rats	  (Figure	  3.1).	  Rats	  were	  anesthetized	  with	  a	  3:1	  ketamine:xylazine	  injection	  before	  20	  µL	  of	  GNP-­‐saline	  solution	  was	  administered	  into	  the	  nasal	  cavity	  with	  the	  head	  at	  a	  90O	  angle	  (10	  µL	  per	  nostril	  in	  two	  allotments	  of	  5	  µL	  each).	  Six	  hours	  after	  intranasal	  administration,	  rats	  were	  sacrificed	  with	  isoflurane	  gas	  and	  transcardially	  perfusion-­‐fixed	  with	  4%	  paraformaldehyde	  (PFA)	  solution.	  Whole	  brains	  were	  extracted	  and	  preserved	  in	  a	  4%	  PFA,	  1%	  GA	  solution	  overnight.	  Regions	  of	  interest,	  including	  the	  olfactory	  bulb	  (OB),	  olfactory	  tract	  (OT),	  cortex	  (CTX),	  striatum	  (STR),	  amygdala	  (AMY),	  and	  hypothalamus	  (HYP),	  were	  roughly	  dissected	  with	  tweezers	  and	  
Figure	  3.1.	  Schematic	  of	  intranasal	  GNP	  delivery	  and	  SEM	  sample	  preparation	  procedures.	  Rats	  are	  sacrificed	  and	  perfused	  following	  IN	  GNP	  administration.	  Whole	  brains	  are	  harvested,	  fixed,	  and	  dissected.	  Crucially,	  one	  surface	  of	  the	  dissected	  sample	  must	  remain	  rough	  or	  un-­‐cut.	  Samples	  are	  then	  washed,	  secondarily	  fixed,	  washed,	  dehydrated,	  coated,	  and	  visualized.	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prepared	  for	  SEM	  observation.	  Briefly,	  samples	  were	  washed	  with	  0.1	  M	  phosphate	  buffer	  (PB),	  fixed	  in	  a	  1%	  OsO4	  solution,	  washed	  again	  with	  PB,	  and	  dehydrated	  with	  an	  ethanol	  series	  (50,	  70,	  80,	  90,	  95,	  and	  100%	  ethanol).	  	  	  3.3	  STROKE	  MODEL	  3.3.1	  Drug	  Loading	  and	  Delivery	  	   To	  prepare	  OPN-­‐GNPs,	  lyophilized	  particles	  were	  rehydrated	  in	  an	  aqueous	  solution	  of	  OPN	  peptide	  (peptide	  sequence:	  GRGDSLAYGLR)	  in	  a	  1	  µg	  OPN:25	  µg	  GNPs	  ratio	  at	  room	  temperature	  for	  2	  h.	  Just	  prior	  to	  administration,	  volume	  was	  adjusted	  to	  20	  µL	  per	  rat	  with	  phosphate	  buffered	  saline	  solution	  (PBS,	  pH	  7.4).	  OPN	  enters	  the	  GNPs	  as	  the	  water	  is	  absorbed	  into	  the	  hydrogel	  matrix	  and	  becomes	  trapped	  due	  to	  electrostatic	  interactions.51	  Previously,	  it	  was	  shown	  that	  a	  dose	  of	  100	  ng/rat	  administered	  via	  intrastriatal	  injection	  confers	  neuroprotection	  following	  MCAO.52	  For	  this	  study,	  a	  larger	  dose	  was	  chosen	  to	  account	  for	  anticipated	  loss	  during	  passage	  through	  the	  nasal	  mucosa.25	  Preliminary	  dose	  and	  loading	  ratio	  experiments	  (data	  not	  shown)	  indicated	  that	  a	  dose	  of	  1	  µg/rat	  and	  an	  OPN:GNP	  loading	  ratio	  of	  1:25	  should	  result	  in	  neuroprotection;	  an	  optimal	  dose	  and	  loading	  ratio	  have	  not	  yet	  been	  determined.	  However,	  based	  on	  previous	  work	  with	  gelatin	  microspheres	  (GMSs),	  we	  anticipate	  the	  loading	  efficiency	  to	  be	  ≥	  96%.52	  	  	  3.3.2	  Middle	  Cerebral	  Artery	  Occlusion	  	   To	  evaluate	  the	  efficacy	  of	  GNPs	  as	  a	  drug	  delivery	  vehicle,	  OPN	  peptide-­‐loaded	  GNPs	  (OPN-­‐GNPs),	  unencapsulated	  OPN	  peptide,	  and	  empty	  GNPs	  were	  administered	  intranasally	  to	  male	  Sprague-­‐Dawley	  rats	  (1	  µg	  OPN	  per	  rat,	  n	  =	  3-­‐6)	  1,	  3,	  or	  6	  h	  following	  1	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h	  of	  MCAO	  using	  a	  nylon	  filament	  plug,	  as	  described	  previously.52	  Briefly,	  rats	  were	  anesthetized	  with	  isoflurane	  gas.	  Temperature	  was	  monitored	  throughout	  the	  surgery	  with	  a	  rectal	  probe	  thermometer	  and	  maintained	  at	  37OC	  with	  a	  heating	  pad	  and	  heat	  lamp.	  MCAO	  was	  induced	  by	  passing	  a	  nylon	  filament	  with	  a	  heat-­‐induced	  bulb	  on	  the	  end	  from	  the	  external	  carotid	  artery	  through	  the	  internal	  carotid	  artery	  and	  finally	  into	  the	  middle	  cerebral	  artery.	  After	  1	  h	  the	  filament	  and	  plug	  were	  removed	  to	  reperfuse	  the	  tissue	  and	  animals	  were	  either	  returned	  to	  their	  home	  cages	  immediately	  or	  held	  until	  treatment	  administration.	  One,	  three,	  or	  six	  hours	  following	  reperfusion,	  OPN,	  GNPs,	  or	  OPN-­‐GNPs	  were	  administered	  intranasally	  in	  saline	  solution.	  Animals	  were	  returned	  to	  their	  home	  cages	  following	  MCAO	  and	  any	  treatments	  for	  approximately	  2	  days.	  	  3.3.3	  Infarct	  Volume	  Determination	  	   Two	  days	  after	  the	  MCAO	  procedure,	  rats	  were	  again	  sacrificed	  with	  isoflurane	  gas	  and	  their	  brains	  harvested.	  Each	  brain	  was	  sectioned	  into	  2	  mm	  thick	  slices,	  stained	  with	  2,3,5-­‐triphenyl	  tetrazolium	  chloride	  (TTC)	  for	  3-­‐5	  min,	  and	  fixed	  in	  4%	  PFA	  solution	  for	  24	  h	  before	  photographing	  for	  infarct	  volume	  calculation	  using	  ImageJ.	  Infarct	  volumes	  were	  calculated	  using	  the	  formula:	  	  
	   	   	   	   areaslice( )slice=15∑ area3 ⋅ 72mm2 ⋅2mm 	  	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  (1)	  where	  areaslice	  and	  area3	  are	  measured	  in	  square	  pixels	  by	  ImageJ,	  72	  mm2	  is	  the	  true	  area	  of	  slice	  3,	  and	  2	  mm	  is	  the	  slice	  thickness.	  Groups	  were	  compared	  with	  one-­‐way	  ANOVA	  and	  Tukey	  post-­‐hoc	  test	  implemented	  with	  R	  statistical	  software	  (www.r-­‐project.org).	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CHAPTER	  4	  
RESULTS	  AND	  DISCUSSION3	  	  4.1	  GNP	  CHARACTERIZATION	  	   Based	  on	  SEM	  observation,	  the	  fabricated	  GNPs	  have	  a	  consistently	  spherical	  morphology	  and	  are	  188.31	  ±	  60.96	  nm	  in	  diameter	  (Figure	  4.1).	  Particles	  were	  seen	  both	  individually	  and	  as	  aggregates.	  Similarly,	  DLS	  measurements	  indicate	  that	  both	  dry	  and	  rehydrated	  GNPs	  aggregate	  significantly.	  As	  expected	  from	  using	  type	  A	  gelatin,	  the	  GNPs	  are	  slightly	  positively	  charged	  with	  a	  zeta	  potential	  of	  0.498	  ±	  2.89	  mV	  at	  neutral	  pH.	  This	  zeta	  potential	  indicates	  poor	  stability	  at	  pH	  7	  and	  corroborates	  the	  DLS	  results.	  	  	  4.2	  VISUALIZATION	  IN	  BRAIN	  PARENCHYMA	  	   As	  seen	  in	  Figure	  4.2,	  all	  brain	  regions	  investigated	  were	  found	  to	  contain	  GNPs.	  The	  GNPs	  were	  easiest	  to	  find	  in	  the	  OT,	  CTX,	  and	  STR.	  Few	  GNPs	  were	  observed	  in	  the	  OB,	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  Reprinted	  in	  part	  from	  E.	  Joachim,	  et	  al.	  “Gelatin	  Nanoparticles	  Enhance	  the	  Neuroprotective	  Effects	  of	  Intranasally	  Administered	  Osteopontin	  in	  Rat	  Ischemic	  Stroke	  Model,”	  Drug	  Delivery	  and	  Translational	  
Research	  (2014)	  with	  kind	  permission	  from	  Springer	  Science	  and	  Business	  Media.	  
Figure	  4.1.	  Scanning	  electron	  micrograph	  of	  GNPs	  showing	  spherical	  shape.	  From	  Joachim	  E	  et	  al.	  (2014)	  Drug	  Delivery	  and	  Translational	  
Research.	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indicating	  that,	  at	  the	  6	  h	  mark,	  the	  particles	  had	  already	  traveled	  to	  deeper	  brain	  regions.	  These	  images	  clearly	  show	  that	  the	  GNPs	  are	  able	  to	  enter	  the	  brain	  parenchyma	  following	  intranasal	  administration	  and	  confirm	  results	  from	  other	  studies	  using	  radiolabeled53	  and	  fluorescently	  tagged54	  NPs.	  Interestingly,	  GNPs	  were	  often	  observed	  in	  clusters,	  as	  well	  as	  individually,	  in	  the	  brain	  parenchyma;	  based	  on	  DLS	  measurements,	  the	  majority	  of	  this	  aggregation	  is	  predicted	  to	  occur	  in	  the	  nasal	  passages	  before	  transportation	  through	  the	  olfactory	  mucosa.	  Based	  on	  the	  sizes	  of	  particle	  aggregates	  observed	  in	  the	  brain	  parenchyma,	  GNPs	  and	  aggregates	  with	  diameters	  in	  the	  range	  of	  microns	  may	  be	  able	  to	  utilize	  the	  intranasal	  pathway.	  	  	  
Figure	  4.2.	  Scanning	  electron	  micrographs	  of	  GNPs	  in	  the	  olfactory	  bulb	  (a),	  olfactory	  tract	  (b),	  detail	  of	  same	  olfactory	  tract	  region	  (c),	  cortex	  (d),	  striatum	  (e),	  amygdala	  (f),	  and	  hypothalamus	  (g)	  of	  a	  normal	  rat	  following	  intranasal	  administration	  with	  a	  sample	  from	  an	  empty	  brain	  region	  (h)	  and	  the	  striatum	  following	  intrastriatal	  injection	  (i)	  for	  comparison.	  Arrows	  and	  ovals	  indicate	  GNPs.	  Scale	  bar	  200	  nm.	  From	  Joachim	  E	  et	  al.	  (2014)	  Drug	  Delivery	  and	  
Translational	  Research.	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  4.3	  STROKE	  MODEL	  	   As	  anticipated	  from	  previous	  work	  using	  intrastriatal	  injections,52	  when	  administered	  at	  1	  h	  post-­‐MCAO,	  bare	  OPN	  peptide	  is	  able	  to	  significantly	  reduce	  mean	  infarct	  volume	  to	  70.22%	  that	  of	  untreated	  controls;	  but	  if	  not	  administered	  until	  6	  h	  after	  MCAO,	  the	  bare	  OPN	  peptide	  has	  no	  effect	  (Figure	  4.3).	  If	  administered	  at	  3	  h	  post-­‐MCAO,	  the	  bare	  OPN	  peptide	  has	  a	  variable	  effect	  with	  some	  animals	  showing	  a	  strong	  response	  (79.43,	  57.54,	  and	  79.49%	  reduction	  in	  mean	  infarct	  volume	  compared	  to	  MCAO)	  and	  other	  animals	  a	  comparatively	  weak	  response	  (18.71	  and	  21.61%	  reduction).	  From	  this	  variable	  response,	  we	  can	  conclude	  that	  3	  h	  may	  be	  approaching	  the	  limit	  of	  the	  bare	  OPN	  peptide’s	  clinical	  utility.	  In	  contrast,	  when	  OPN-­‐GNPs	  were	  administered	  6	  h	  after	  MCAO,	  the	  mean	  infarct	  volume	  was	  again	  reduced	  (71.57%	  reduction	  in	  comparison	  to	  MCAO).	  Previously,	  using	  GMSs	  to	  deliver	  OPN	  to	  the	  post-­‐ischemic	  brain	  via	  intrastriatal	  injection,	  minimal	  difference	  between	  bare	  OPN	  and	  OPN	  encapsulated	  in	  GMS	  was	  observed	  when	  administered	  at	  1	  h	  post-­‐MCAO;52	  therefore,	  the	  benefits	  of	  GNP-­‐mediated	  delivery	  at	  1	  and	  3	  h	  post-­‐MCAO	  were	  anticipated	  to	  be	  small	  and	  were	  not	  investigated	  at	  this	  time.	  Many	  promising	  neuroprotective	  agents	  have	  failed	  in	  clinical	  trials	  due	  to	  a	  short	  therapeutic	  window;55	  therefore,	  extension	  of	  the	  therapeutic	  window	  of	  OPN	  is	  a	  key	  benefit	  of	  GNP-­‐mediated	  delivery.	  	  	   The	  increased	  efficacy	  of	  OPN-­‐GNPs	  over	  bare	  OPN	  peptide	  may	  be	  attributable	  to	  the	  following	  hypotheses:	  (1)	  GNPs	  provide	  sustained	  release	  of	  OPN	  over	  the	  course	  of	  hours	  to	  days,	  (2)	  GNPs	  protect	  OPN	  from	  degradation	  by	  proteases,	  and	  (3)	  GNPs	  cause	  higher	  OPN	  concentration	  in	  ischemic	  brain	  regions	  due	  to	  increased	  degradation	  in	  these	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regions.	  Drug	  release	  from	  GNPs	  is	  controlled	  by	  a	  combination	  of	  diffusion	  and	  degradation.51	  The	  diffusive	  and	  degradative	  properties	  of	  GNPs	  can	  be	  tailored	  during	  fabrication	  to	  create	  particles	  that	  release	  encapsulated	  drugs	  over	  a	  period	  of	  hours	  to	  days	  by	  controlling	  the	  processing	  parameters,	  such	  as	  particle	  size	  and	  gelatin	  crosslink	  density.51,52,56	  By	  packaging	  OPN	  in	  GNPs,	  the	  release	  of	  OPN	  into	  the	  brain	  can	  be	  sustained	  during	  the	  healing	  process,	  which	  may	  contribute	  to	  the	  reduced	  infarct	  volumes	  observed.52	  Similarly,	  encapsulation	  may	  protect	  the	  OPN	  peptide	  from	  degradation	  by	  proteases	  in	  the	  post-­‐ischemic	  brain	  and,	  thereby,	  explain	  the	  recovery	  of	  neuroprotection	  seen	  at	  6	  h	  post	  MCAO	  for	  the	  OPN-­‐GNPs	  (Figure	  4.3).	  Finally,	  the	  use	  of	  GNPs	  as	  a	  delivery	  vehicle	  helps	  target	  the	  OPN	  peptide	  to	  damaged	  brain	  regions	  due	  to	  upregulation	  of	  matrix	  metalloproteinases	  (MMP)	  2	  and	  9,	  also	  known	  as	  gelatinase	  A	  and	  B,	  in	  damaged	  areas	  of	  the	  brain	  following	  an	  ischemic	  event.38	  GNP	  degradation,	  and,	  thus,	  drug	  release,	  
Figure	  4.3.	  Comparison	  of	  effect	  of	  intranasally	  administered	  osteopontin	  and	  osteopontin-­‐loaded	  GNPs	  on	  infarct	  volume	  following	  MCAO.	  Representative	  images	  (a)	  and	  infarct	  volumes	  (b).	  Error	  bars	  represent	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  *p<0.05;	  **p<0.005;	  ***p<0.001;	  ****p<0.0005.	  From	  Joachim	  E	  et	  al.	  (2014)	  Drug	  Delivery	  and	  Translational	  
Research.	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will	  be	  significantly	  higher	  in	  brain	  regions	  with	  elevated	  levels	  of	  MMPs	  2	  and	  9.	  Additionally,	  it	  was	  reported	  that	  nanoparticles	  administered	  systemically	  accumulate	  in	  the	  ischemic	  core	  and	  penumbra	  region	  during	  a	  stroke,57	  providing	  further	  support	  for	  the	  concentration	  of	  OPN	  in	  damaged	  brain	  regions.	  Because	  gelatin,	  and,	  therefore,	  GNPs	  are	  a	  substrate	  for	  MMP-­‐9	  and	  decreasing	  MMP-­‐9	  activity	  following	  ischemic	  stroke	  has	  been	  shown	  to	  reduce	  infarct	  volume,58	  it	  may	  be	  inferred	  that	  one	  of	  the	  modes	  of	  action	  of	  OPN-­‐GNPs	  in	  stroke	  is	  blocking	  MMP-­‐9	  activity:	  MMP-­‐9	  cleaves	  GNPs	  instead	  of	  its	  normal	  targets.	  However,	  in	  practice,	  this	  mechanism	  does	  not	  seem	  to	  contribute	  to	  the	  benefits	  of	  OPN-­‐GNPs	  because	  unloaded	  GNPs	  have	  no	  effect	  on	  infarct	  volume.	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CHAPTER	  5	  
CONCLUSIONS	  AND	  FUTURE	  DIRECTIONS	  	  	   In	  this	  work,	  we	  have	  successfully	  fabricated	  gelatin	  nanoparticles	  with	  a	  spherical	  morphology,	  demonstrated	  that	  these	  GNPs	  are	  able	  to	  penetrate	  into	  the	  brain	  parenchyma	  following	  IN	  administration,	  and	  shown	  that	  IN	  drug	  delivery	  with	  GNPs	  can	  both	  extend	  the	  therapeutic	  window	  and	  enhance	  the	  neuroprotective	  abilities	  of	  an	  OPN	  peptide	  in	  the	  MCAO	  model	  of	  ischemic	  stroke.	  	  	   Though	  the	  in	  vivo	  results	  clearly	  demonstrate	  the	  beneficial	  effects	  of	  GNPs	  as	  an	  intranasal	  drug	  delivery	  vehicle,	  as	  well	  as	  confirm	  the	  neuroprotective	  and	  therapeutic	  effects	  of	  OPN,	  additional	  studies	  are	  needed	  to	  fully	  elucidate	  the	  neuroprotective	  benefits	  of	  OPN-­‐GNPs	  in	  ischemic	  stroke.	  Crucially,	  functional	  assessments	  of	  the	  effects	  of	  intranasally	  delivered	  OPN-­‐GNPs	  are	  needed	  as	  clinical	  trials	  use	  functional	  outcomes,	  not	  infarct	  volumes,	  to	  assess	  therapeutic	  success.55	  Similarly,	  infarct	  volume	  studies	  and	  functional	  assessments	  need	  to	  be	  conducted	  at	  longer	  time	  points	  (>	  48	  h	  post	  MCAO)	  to	  determine	  if	  the	  benefits	  of	  OPN-­‐GNP	  administration	  remain	  in	  the	  long	  term.	  Additionally,	  in	  order	  to	  fully	  assess	  clinical	  utility,	  a	  further	  exploration	  of	  the	  therapeutic	  window	  of	  OPN-­‐GNPs	  to	  include	  time	  points	  both	  before	  and	  after	  MCAO	  is	  needed.	  These	  studies	  should	  also	  include	  dose-­‐response	  determinations	  and,	  eventually,	  full	  toxicity	  studies.	  	  	   To	  our	  knowledge,	  this	  work	  represents	  the	  first	  direct	  microscopic	  observation	  of	  nanoparticles	  in	  the	  brain	  following	  intranasal	  administration.	  Further	  studies	  to	  track	  GNP	  distribution	  in	  the	  post-­‐ischemic	  brain,	  as	  well	  as	  to	  determine	  the	  degradation	  profile	  and	  optimize	  release	  kinetics,	  are	  needed.	  However,	  the	  polydispersity	  of	  the	  particles	  used	  in	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